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御されている。その一つとして，骨芽細胞上に発現する receptor activator of nuclear 
factor-kappa B ligand（RANKL）がある。RANKLは破骨細胞前駆細胞に存在する RANK
受容体と cell-cell コンタクトを行い，RANK-RANKL 結合を形成する。そして，破骨
細胞への分化と骨吸収活性に必要なシグナル伝達経路を活性化し，骨芽細胞から破骨
細胞へ作用するカップリング機構として働いている 6)。一方で，破骨細胞から骨芽細




Smad（ショウジョウバエで発見された mothers against Dpp（Mad）のホモログ）を活
性化して，そのシグナルを細胞内に伝達する。その過程でリン酸化された Smad2 は
Smad4と複合体を形成することで核内に移行し，転写共役因子を介して標的遺伝子の













































眼顕微鏡（10 倍率：菊池光学，長野）を用いて上顎左側第 2 大臼歯頚部に 6−0 絹
糸を結紮した。歯周病原細菌である Porphyromonas gingivalis W83株（膿瘍形成株：
ATCC，BAA-308）を 37 ˚Cで嫌気培養し，OD値を 0.6から 0.8に調整した菌液を
絹糸に浸透させ，1週間後に再度菌液を絹糸に浸透させて歯周炎モデルマウスを作




飲料水として滅菌水を 2週間自由に摂取させ，ゾレドロン酸水和物（Tokyo Chemical 
Industry）を生理食塩水に希釈したもの（2 µg/100 µl：がん患者投与量をマウス体重
 7
で換算）を 1週間に 3回腹腔投与した群（ゾレドロン酸投与群）の 3群に分類して




2. P. gingivalis に対する血清 IgG 抗体価の測定 
歯周炎モデルマウスを作製した 2週間後に，ペントバルビタールの腹腔投与によ
る全身麻酔を行った後，歯周炎群とグリチルリチン酸投与群の眼下窩静脈叢から血
液を 1 ml採取した。そして，血清中の P. gingivalisに対する血清 IgG抗体価の測定
を既報に従って行った 16)。すなわち，採取した血液を遠心分離（4 ˚C，3000 rpm，5
分）し，得られた血清を 0.05 %モノラウリン酸ポリオキシエチレンソルビタン
（Tween 20：和光，大阪）含有リン酸緩衝生理食塩水（PBST，pH 7.4）で 1：5000
に希釈したものを検体として用いた。炭酸ナトリウム緩衝液（pH 9.6）で 1：100
に希釈した P. gingivalis菌溶液を enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）プレー
ト（96 well ELISA microplate：Greiner Bio One，東京）に 100 µlずつ播種し，4 ˚C
で 24時間静置して固相化した。ELISAプレートを PBSTで 3回洗浄した後，検体
を 100 µlずつ添加した。37 ˚Cで 2時間静置した後，PBSTで 3回洗浄した。二次抗
 8
体として，PBSTで 1：500の割合で希釈したホースラディッシュ標識ヤギ抗マウス
IgG抗体（1 mg HRP/ml：GE Healthcare，Buckinghamshire，UK）を 100 µlずつ添加
して 37 ˚Cで 2時間静置した後，PBSTで 3回洗浄した。TMB ELISA Substrate High 
Sensitivity（abcam，Cambridge，UK）を 100 µlずつ添加して室温で 30分間静置し
た後，塩酸（1 mol/l，pH 1.0）を 50 µlずつ添加して反応を停止した。吸光度の測定













































で発光する 18)XenoLight Rediject Inflammation Probe（PerkinElmer，MA，USA）を使






像を，分子イメージング画像解析ソフト（ Living image® software 
version4.4： PerkinElmer）を用いて解析した。発光画像の解析は，上顎
左側第 2 大臼歯周囲組織における最大発光強度の 50 %以上の発光強度
を示す部位を計測した。計測値は，計測部位における発光強度の平均値
















レドロン酸投与群 3 匹ずつのマウスを比較して検討した。  




100 の濃度に希釈したウサギ抗 TGF-β1 抗体（ 100 µg/ml： SANTA CRUZ 
BIOTECHNOLOGY，Dallas，TX，USA），ウサギ抗 Smad2 抗体（Cell Signaling 
Technology，Beverly，MA，USA）とウサギ抗リン酸化 Smad2（P-Smad2）抗体（Cell 
Signaling Technology）を 4 ˚Cで 24時間反応させた。二次抗体として，Alexa Fluor® 
488ヤギ抗ウサギ IgG抗体（2 mg/ml，pH 7.5：Thermo Fisher Scientific，Waltham，
MA，USA）を PBSで 1：100の濃度に希釈した後に室温で 30分間反応させた。そ










1）P. gingivalis に対する血清 IgG抗体価 
歯周炎群では P. gingivalisに対する血清 IgG抗体価は上昇した。しかし，グリチ


































































して MPO 活性を分子マーカーとした分子イメージング解析を行った。MPO 活性を


































と促進する報告 31)がある。いずれの報告でも，BP は骨芽細胞における TGF-β1 およ
び TGF-β1 のシグナル伝達物質である Smad2 の発現を増加させていた。本研究では，
in vivoモデルを用いて，ゾレドロン酸投与群では骨組織と結合組織の介在部に一層存








































の新生を亢進している（図 7）ことが分かった。そして，歯槽骨の新生は TGF-β1 シ
グナル系の活性化を介して行われている可能性がある（図 8）ことが分かった。これ
らを合わせて BRONJの発症を考えると，歯周病患者に対するゾレドロン酸の投与は，







今後は，これまでに蓄積された in vitro での報告を，分子イメージング解析を用い
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図 2．Porphyromonas gingivalis に対する血清 IgG 抗体価 
歯周炎群とグリチルリチン酸投与群から採取した血清を用いて，P. gingivalisに対す
る血清 IgG抗体価を ELISA法によって測定した。 
図は各群 3匹ずつから得られた実験結果の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を








































（A）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の代表例を示す。（スケールバ ：ー2 mm） 
（B）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の平均値を示し，エラーバーは標準偏









（A）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の代表例を示す。（スケールバ ：ー2 mm） 
（B）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の平均値を示し，エラーバーは標準偏
差を示す。*：p <0.05，Student's t-test 
 
図 8．ゾレドロン酸を投与した歯周炎モデルマウスの歯周組織における TGF-β1，
Smad2，そして P-Smad2 の免疫蛍光染色像 
歯周炎群とゾレドロン酸投与群から摘出した上顎の組織切片における蛍光標識し
た DAPI および TGF-β1，Smad2，P-Smad2 の発現と，それらの重ね合わせ像を示す。
（A）拡大部位，（B）歯周炎群，（C）ゾレドロン酸投与群 
（B），（C）は各群 3匹ずつから得られた実験結果の代表例を示す。（左：DAPI，中
央：上から TGF-β1，Smad2，P-Smad2，右：重ね合わせ像，B：bone，CT：connective 
 40
tissue，スケールバー：5 µm） 
 
図 9．ゾレドロン酸が歯周炎に及ぼす影響 
（A）ゾレドロン酸が歯周組織の骨代謝に及ぼす影響のメカニズム（黒枠：本研究
で新たに示唆された部分）；ゾレドロン酸は歯周組織における破骨細胞の活性を抑制
することで，骨基質に蓄積された TGF-β1の放出を阻害する。一方で，本研究ではゾ
レドロン酸が骨芽細胞に作用して TGF-β1の発現を増加させることで，結合組織にお
ける前駆骨芽細胞の遊走と増殖を誘導し，歯槽骨の骨新生を亢進させる可能性がある。 
（B）本研究から考察される歯周炎における BRONJ 発症のメカニズム：ゾレドロ
ン酸は，歯周組織における好中球の MPO活性と血管新生を抑制することで炎症反応
を抑制する。さらに，歯肉上皮の菲薄化を来して深部の骨組織への細菌感染および骨
髄炎の発症を助長する（黒枠 1）。また，ゾレドロン酸は期待される本来の作用によっ
て歯周炎による歯槽骨吸収を抑制するとともに，TGF-β1 シグナル系の活性化によっ
て歯槽骨新生を亢進し，骨の過度な硬化を原因とした微細な骨折を招く（黒枠 2）。 
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